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Предложены способы экстракционного извлечения водорастворимыми полимерами аминокислот
гистидина, метионина, пролина из водных сред с целью их определения методом капиллярного
электрофореза. Установлены закономерности межфазного распределения аналитов в водно-соле-
вых экстракционных системах на основе поли-N-винилформамида и его сополимера с N-винилими-
дазолом и доказана эффективность их применения. На скорость образования двухфазной системы во-
дорастворимый полимер–водно-солевой раствор аминокислоты в значительной степени влияют моле-
кулярная масса и характеристическая вязкость экстрагента. Изучено влияние соотношения объемов
водной и органической фаз на эффективность экстракционного извлечения гистидина, метионина,
пролина, в том числе при совместном присутствии, рассчитаны количественные характеристики
процесса. Гомо- и сополимеры N-винилформамида применены для эффективного извлечения и
экстракционного разделения смеси гистидин−метионин. Приведены коэффициенты распределе-
ния и степени извлечения аминокислот в системах с поли-N-винилформамидом и его сополимером
с N-винилимидазолом в присутствии высаливателя сульфата аммония. Оптимизированы условия
электрофоретического определения аминокислот: состав буферного раствора, тип и концентрация
мицеллообразователя. Разработанный способ электрофоретического раздельного определения
аминокислот с предварительным экстракционным извлечением целевых компонентов водораство-
римыми полимерами может быть рекомендован для серийных анализов при определении безопас-
ности пищевых продуктов, энергетических напитков, фармацевтических средств.
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форез.
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Комплексы аминокислот с витаминами, угле-
водами и липидами широко применяют при забо-
леваниях большинства систем организма челове-
ка. Эффективность действия таких препаратов
основана на анаболическом и антиоксидантном
эффекте, стимуляции энергообеспечения и реге-
нерации [1]. Применение свободных аминокис-
лот, в отличие от белка, не требует энергетиче-
ских затрат на расщепление при всасывании, по-
этому уровень свободных аминокислот в крови
возрастает быстрее, чем при использовании белка
или декстранов [2].

Аминокислоты гистидин, метионин и пролин,
различающиеся строением заместителя при α-уг-
леродном атоме, широко применяют в качестве

пищевых добавок, терапевтических средств, про-
межуточных веществ органического синтеза, в
современной медицине – для диагностики, лече-
ния и профилактики многих заболеваний. Из-
вестно, что большинство α-аминокислот харак-
теризуется широким спектром биологической ак-
тивности; они являются исходными веществами
при синтезе антител, гормонов, ферментов, дру-
гих биологически активных соединений [3–5].

Поиск новых, экологически безопасных и эф-
фективных экстракционных систем для концен-
трирования незаменимых аминокислот преду-
сматривает разработку экспрессных методик их
надежного определения в различных средах. Со-
временным требованиям к методам концентри-
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рования и разделения биологически активных ве-
ществ отвечает жидкостная экстракция и ее пер-
спективное направление – “зеленая” экстракция,
основанная на применении нетоксичных водорас-
творимых высокомолекулярных соединений [6, 7].

Применение традиционных экстракционных
систем ограничено тем, что вещества со значи-
тельными энергиями гидратации плохо извлека-
ются в органическую фазу. Кроме того, системы
органический растворитель–вода не могут быть
использованы для работы с биологически актив-
ными веществами из-за их разрушения. Этим
объясняется интерес к двухфазным водным си-
стемам на основе безопасных для биологических
объектов водорастворимых полимеров.

В последние годы химия поли-N-винилами-
дов интенсивно развивается и интегрируется во
многие области, включая медицину и биотехно-
логию. Водорастворимость, биосовместимость,
нетоксичность, термочувствительность в водных
растворах и высокая комплексообразующая спо-
собность поли-N-виниламидов определяют пер-
спективность их практического применения [8–10].
При этом не исследованным остается механизм
взаимодействия аминокислот с водорастворимы-
ми полимерами до и после экстракции.

Для решения задач, связанных с извлечением
органических веществ разных классов, например
α-аминокислот, витаминов, пуриновых соедине-
ний, из водных сред, все чаще применяют в каче-
стве экстрагентов водорастворимые (со)полимеры
таких N-виниламидов с циклическими заместите-
лями [11, 12], как поли-N-винилпирролидон и по-
ли-N-винилкапролактам. Представляют интерес
также менее исследованные (со)полимеры N-ви-
ниламидов алифатических кислот, в частности по-
лимеры на основе N-винилформамида (ВФ).
Гидролиз в макроцепи звеньев ВФ с образовани-
ем NH2-групп позволяет получать монодисперс-
ные частицы с большей функциональностью. В
связи с этим следует ожидать увеличения способ-
ности к комплексообразованию поли-N-винил-
формамида (ПВФ) и сополимеров ВФ с биологиче-
ски активными веществами и повышения эффек-
тивности извлечения последних [13]. Применение
(со)полимеров на основе ВФ расширит использо-
вание поли-N-виниламидов в экстракционных
процессах.

Цель настоящей работы – разработка спосо-
бов экстракционного извлечения и электрофоре-
тического определения аминокислот гистидина,
метионина, пролина с применением в качестве
экстрагентов водорастворимых полимеров.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Методика эксперимента. В качестве экстраген-

тов гистидина, метионина и пролина применяли

поли-N-винилформамид и сополимер ВФ с N-ви-
нилимидазолом (ВИ) (схема 1).

Схема 1. Структурные формулы поли-N-винилформа-
мидa и его сополимера с N-винилимидазолом.

Поли-N-винилформамид и сополимер ВФ-
ВИ получали радикальной полимеризацией в ди-
оксане с применением в качестве инициатора
азодиизобутиронитрила (1 мас. %) в течение 8 ч
при 65°С. Концентрация продуктов полимериза-
ции составляла в растворе 15 мас. %. Сополимер
ВФ-ВИ с содержанием звеньев ВФ 0.93 мол. доли
синтезировали при молярном соотношении мо-
номеров 9 : 1. Сополимеры характеризовали вели-
чиной характеристической вязкости η при 20°С в
этиловом спирте. Значение η синтезированного
ПВФ составляло 0.45 г/дл, сополимера ВФ-ВИ –
0.28 г/дл [8, 14, 15].

Неограниченное смешивание полимера с во-
дой при температурах ниже температуры фазово-
го разделения возможно только благодаря гидро-
фобному взаимодействию, которое стабилизирует
структуру воды и делает возможным образование
однофазного раствора. Полимер способен раство-
ряться в кетонах и ненасыщенных углеводородах.

Вследствие частичной или полной раствори-
мости гидрофильных растворителей в воде обяза-
тельным условием экстракции является насыще-
ние водного раствора электролитом, понижаю-
щим растворимость распределяемого вещества в
воде и обеспечивающим расслаивание системы.
Жидкостная двухфазная система получена на ос-
нове водного раствора полиэлектролита и высали-
вателя. При этом одна из фаз насыщается поли-
мером, вторая – солью. Высаливающее действие
электролитов по отношению к органическим со-
единениям объясняется уменьшением количе-
ства несвязанной воды в водном растворе. Выса-
ливатель способствует обмену молекул воды из
ближайшего окружения экстрагируемого иона на
молекулы органического растворителя [7–10, 16].
Применение солей Li+, Na+, K+ и  в качестве
высаливателей обусловлено их высокой раство-
римостью в воде. С повышением растворимости
соли возрастает влияние конкурирующих ионов,
что приводит к уменьшению гидратации распре-
деляемого вещества и усилению высаливающего
действия.
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С целью выделения самостоятельной органи-
ческой фазы при экстракции аминокислот при-
меняли высаливатели – насыщенные растворы
хлорида или сульфата аммония. Экстрагировали
на вибросмесителе в течение 10 мин при 20 ± 1°С.
Для установления межфазного равновесия и пол-
ного расслаивания системы экстракционную си-
стему центрифугировали при 10000 об./мин в те-
чение 15 мин. Измеряли соотношение равновес-
ных объемов водной (Vв) и органической (Vо) фаз
(r = Vв/Vo). Водно-солевую фазу отделяли от орга-
нической и анализировали методом капиллярно-
го электрофореза.

В основе капиллярного электрофореза лежат
электромиграция ионов и других заряженных ча-
стиц и электроосмос. Эти явления возникают в
растворах при помещении их в электрическое по-
ле, преимущественно высокого напряжения. Если
раствор находится в тонком капилляре, например,
в кварцевом, то электрическое поле, наложенное
вдоль капилляра, вызывает в нем движение заря-
женных частиц и пассивный поток жидкости, в ре-
зультате чего проба разделяется на индивидуальные
компоненты, так как параметры электромиграции
специфичны для каждого сорта заряженных ча-
стиц. В то же время диффузионные, сорбционные,
конвекционные, гравитационные и т.п. возмуща-
ющие факторы в капилляре существенно ослабле-
ны, благодаря чему достигаются рекордные эф-
фективности разделений [17–20].

При определении содержаний аминокислот
после экстракции в качестве стандартных образ-
цов применяли индивидуальные вещества фир-
мы “Fluka Chemie GmbH” (Германия). Готовили
раствор препарата в дистиллированной воде, к
полученному раствору добавляли 7.5 г высалива-
теля (хлорид аммония) и при тщательном переме-
шивании доводили раствор до метки (100 мл) ди-
стиллированной водой до расслаивания системы.

Электрофоретический анализ концентрата. В
сухую пробирку типа Эппендорф помещали 0.5–
1.0 мл экстракта, центрифугировали в течение
5 мин при 5000 об./мин и анализировали при сле-
дующих условиях: ввод пробы при давлении
30 мбар в течение 5 с, длина волны 254 нм, напря-
жение +25 кВ, 20°С, время ввода пробы 7 мин,
фоновый электролит – смесь растворов додецил-
сульфата натрия и тетрабората натрия. Концентра-
цию додецилсульфата натрия в составе фонового
электролита варьировали от 10 до 20 мг/мл, элек-
трофоретическое разделение осуществляли в ми-
целлярном режиме. Регистрировали электрофо-
реграммы аминокислот, проверяли правильность
автоматической разметки пиков, идентифициро-
вали компоненты.

Для разработки методики электрофоретиче-
ского определения пролина, метионина и гисти-
дина после экстракции подбирали оптимальный

состав буферного раствора, тип и концентрацию
мицеллообразователя, влияющие на разделяю-
щую способность буферного раствора. Для устра-
нения мешающего эффекта матрицы при анализе
реальных проб следует применять программируе-
мое переключение длин волн в ходе анализа.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Водорастворимые полимеры – производные

винилформамида нашли применение для извле-
чения и определения соединений разных классов
[8, 15]. Ранее нами получены экстракционные ха-
рактеристики некоторых аминокислот и моно-
амидов кислот при извлечении гомо- и сополи-
мерами N-винилформамида [7, 21].

В настоящей работе изучено межфазное рас-
пределение гистидина, метионина и пролина в
экстракционных системах на основе поли-N-ви-
нилформамида при использовании различных
соотношений объемов равновесных водной и ор-
ганической фаз, концентраций полимера и выса-
ливателей (табл. 1). Рассчитаны коэффициенты
распределения (D) и степени извлечения (R) ана-
литов [5, 9, 10]. Установлено, что наибольшая сте-
пень извлечения аминокислот достигается при
использовании в качестве высаливателя сульфата
аммония, эффективность действия которого за-
висит как от природы электролита, так и от
свойств распределяемого вещества. Соли влияют
на диэлектрическую проницаемость среды, ион-
ную силу раствора, повышают количественные
характеристики экстракции (коэффициенты рас-
пределения и концентрирования, степени извле-
чения).

При соотношении объемов фаз r = 10 : 2 и кон-
центрации аминокислот в диапазоне 2.2 × 10–4–
2.5 × 10–4 М степень однократного извлечения ги-
стидина и метионина достигает 94−95%. Пролин
извлекается более эффективно при r = 10 : 4 и
концентрации 5.0 × 10–4 М. Дальнейшее повыше-
ние концентрации аминокислот не сопровожда-
ется увеличением их степени извлечения, так как
в водном растворе полимера образуются ассоциа-
ты, при этом освобождается связанная вода, ко-
торая переходит в равновесную водно-солевую
фазу [22].

С целью повышения степени извлечения ами-
нокислот в качестве экстрагента применяли со-
полимер ВФ-ВИ в молярном соотношении 9 : 1
(табл. 2). При тех же концентрациях аминокислот
и соотношении объемов фаз, а также при исполь-
зовании в качестве высаливателя сульфата аммо-
ния степень извлечения аминокислот достигает
96−98%.

Введение в систему компонента со звеньями
N-винилимидазола приводит к образованию внут-
римолекулярных связей между ОН-группами ами-
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Таблица 1. Экстракционные характеристики аминокислот в системах с поли-N-винилформамидом и высалива-
телями (NH4)2SO4 и NH4Cl (Mη = 25000, n = 5, Р = 0.95)

* Здесь и далее жирным шрифтом выделены наиболее эффективные системы.

Концентрация 
аминокислоты, М r

(NH4)2SO4 NH4Cl

D R, % D R, %

Гистидин

1.0 × 10–4 10 : 1 68.7 ± 0.4 87.3 28.5 ± 0.2 74.1

1.5 × 10–4 70.2 ± 0.3 87.5 31.3 ± 0.2 75.8

2.0 × 10–4 73.4 ± 0.4 88.0 36.2 ± 0.3 78.4

2.2 × 10–4 10 : 2 82.5 ± 0.5 94.3 15.3 ± 0.1 79.2

2.5 × 10–4 85.9 ± 0.5 94.5 16.8 ± 0.1 80.1

3.0 × 10–4 81.4 ± 0.4 94.2 15.9 ± 0.2 79.8

3.2 × 10–4 10 : 3 27.8 ± 0.3 87.4 11.3 ± 0.1 73.8

3.5 × 10–4 34.1 ± 0.4 89.5 12.7 ± 0.1 76.1

4.0 × 10–4 35.5 ± 0.2 89.8 10.2 ± 0.2 71.8

Метионин

1.2 × 10–4 10 : 1 37.7 ± 0.2 79.0 18.2 ±0.2 66.9

1.8 × 10–4 40.5 ± 0.3 80.2 22.3 ± 0.3 70.8

2.0 × 10–4 39.5 ± 0.3 79.8 26.4 ± 0.3 71.9

2.2 × 10–4 10 : 2 90.5 ± 0.7 95.1 14.1 ± 0.1 89.6

2.5 × 10–4 84.6 ± 0.6 94.4 14.8 ± 0.1 74.7

2.8 × 10–4 83.5 ±0.5 93.2 15.5 ± 0.2 75.6

3.0 × 10–4 10 : 3 19.4 ± 0.1 86.6 10.3 ± 0.1 72.0

3.2 × 10–4 24.1 ± 0.1 85.7 11.7 ± 0.1 74.5

3.8 × 10–4 25.8 ± 0.2 86.6 11.2 ± 0.1 73.6

Пролин

2.0 × 10–4 10 : 1 32.5 ± 0.3 76.5 15.3 ± 0.2 60.5

2.5 × 10–4 37.3 ± 0.3 78.8 16.1 ± 0.1 61.7

3.0 × 10–4 40.1 ± 0.5 80.1 15.5 ± 0.1 60.8

3.5 × 10–4 10 : 2 59.6 ± 0.5 85.6 12.8 ± 0.1 71.9

4.0 × 10–4 62.2 ± 0.6 92.5 13.5 ± 0.2 72.9

4.5 × 10–4 65.4 ± 0.4 92.7 9.6 ± 0.1 65.8

5.0 × 10–4 10 : 4 57.8 ± 0.4 93.5 10.7 ± 0.2 72.7

5.5 × 10–4 55.8 ± 0.5 93.3 10.2 ± 0.1 71.8

6.0 × 10–4 50.7 ± 0.4 92.7 11.0 ± 0.2 73.3
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нокислот и “пиридиновыми” атомами азота ими-
дазольного цикла, что способствует более сильному
сжатию макромолекул и отражается на результа-
тах экстракции [23].

Известно [23, 24], что полимеры на основе N-ви-
ниламидов, содержащие поляризованную группу
>C=O, могут взаимодействовать с протонсодер-
жащими соединениями, в том числе с группами
–COOH. Под влиянием полярной группы >C=O
макроцепи и воды образуются цепочечные ассоци-
аты. При этом возможно взаимодействие молекул
воды как с соединениями с группами –COOH (до-
норы протонов), так и с веществами, имеющими
группу >C=O (акцепторы протонов). Таким об-
разом образуется сетка из водородных связей, что
отражается на результатах экстракции.

Аминокислоты после их экстракции из водно-
солевых растворов определяли методом капил-
лярного электрофореза (рис. 1).

Данные по экстракции индивидуальных ами-
нокислот позволили предположить, что приме-
нение гомо- и сополимеров N-винилформамида
эффективно также для экстракционного разделе-
ния смеси этих аминокислот [22]. Количествен-
ные характеристики экстракции смеси гистидина
и метионина в системах с ПВФ и ВФ-ВИ (выса-
ливатель (NH4)2SO4) приведены в табл. 3.

Готовили смеси аминокислот с примерно оди-
наковыми концентрациями компонентов. Так, при
концентрации аминокислот в смеси 2.5 × 10–4 М и
соотношении объемов равновесных фаз 10 : 2 до-
стигается максимальное извлечение (около 99%)
при использовании в качестве экстрагента сопо-
лимера ВФ-ВИ. Лучший результат для систем на
основе ПВФ зафиксирован при концентрациях
2.2 × 10–4 М: степень извлечения аминокислот со-
ставляет 94−95%.

Экстракционно-электрофоретическое опре-
деление аминокислот в фармацевтических препа-
ратах “Гистидин”, “Пролин” и “Метионин” раз-
ных производителей с применением ПВФ в каче-
стве экстрагента позволило установить, что
заявленное содержание гистидина и пролина (500
и 25 мг соответственно) практически полностью
соответствует найденному, а содержание метио-
нина (250 мг) в отдельных случаях занижено.

* * *

Таким образом, рассчитаны экстракционные
характеристики гистидина, метионина и пролина
после их извлечения из водно-солевых растворов.
Установлены параметры наиболее эффективной
экстракции: концентрации аминокислот, тип вы-
саливателя, соотношение объемов водной и орга-
нической фаз. Разработаны методики извлечения
и раздельного электрофоретического определе-

Таблица 2. Экстракционные характеристики амино-
кислот в системах N-винилформамид−N-винилими-
дазол (высаливатель (NH4)2SO4, n = 5, Р = 0.95)

Концентрация
аминокислоты, М r D R, %

Гистидин

1.0 × 10–4 10 : 1 84.7 ± 0.2 89.4

1.5 × 10–4 81.2 ± 0.2 89.0

2.0 × 10–4 83.9 ± 0.1 89.3

2.2 × 10–4 10 : 2 89.5 ± 0.2 89.9

2.5 × 10–4 102.9 ± 0.8 98.5

3.0 × 10–4 95.5 ± 0.4 90.5

3.2 × 10–4 10 : 3 37.8 ± 0.1 90.4

3.5 × 10–4 44.3 ± 0.3 91.7

4.0 × 10–4 45.5 ± 0.2 91.9

Метионин

1.2 × 10–4 10 : 1 54.7 ± 0.4 84.5

1.8 × 10–4 61.2 ± 0.5 85.6

2.0 × 10–4 65.4 ± 0.4 86.7

2.2 × 10–4 10 : 2 67.5 ± 0.6 92.1

2.5 × 10–4 63.1 ± 0.5 91.3

2.8 × 10–4 65.6 ± 0.4 92.8

3.0 × 10–4 10 : 3 97.7 ± 0.7 97.1

3.2 × 10–4 95.6 ± 0.6 96.9

3.8 × 10–4 96.4 ± 0.7 97.0

Пролин

2.0 × 10–4 10 : 1 22.4 ± 0.1 69.1

2.5 × 10–4 27.6 ± 0.2 73.4

3.0 × 10–4 32.2 ± 0.1 76.3

3.5 × 10–4 10 : 2 49.5 ± 0.3 90.8

4.0 × 10–4 52.6 ± 0.1 91.3

4.5 × 10–4 55.1 ± 0.2 91.7

5.0 × 10–4 10 : 4 67.3 ± 0.4 95.7

5.5 × 10–4 75.4 ± 0.5 96.2

6.0 × 10–4 68.7 ± 0.5 95.8
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Рис. 1. Электрофореграммы гистидина (а), метионина (б) и пролина (в).
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Таблица 3. Количественные характеристики экстракции смеси аминокислот

Концентрации аминокислот в смеси, М
r

D R, %

гистидин метионин гистидин метионин гистидин метионин

ПВФ

2.2 × 10–4 2.2 × 10–4 10 : 1 34.2 ± 0.2 16.1 ± 0.1 77.4 61.7

2.5 × 10–4 2.5 × 10–4 43.2 ± 0.3 23.4 ± 0.2 81.2 70.1

3.0 × 10–4 2.8 × 10–4 54.5 ± 0.4 32.8 ± 0.2 84.5 76.6

2.2 × 10–4 2.2 × 10–4 10 : 2 82.5 ± 0.5 90.5 ± 0.7 94.3 95.1

2.5 × 10–4 2.5 × 10–4 85.9 ± 0.5 84.6 ± 0.6 94.5 94.4

3.0 × 10–4 2.8 × 10–4 81.4 ± 0.4 83.5 ± 0.5 94.2 93.2
ВФ-ВИ

2.2 × 10–4 2.2 × 10–4 10 : 1 21.3 ± 0.1 29.1 ± 0.2 68.1 74.4

2.5 × 10–4 2.5 × 10–4 25.7 ± 0.2 33.5 ± 0.3 71.9 77.1

3.0 × 10–4 2.8 × 10–4 35.4 ± 0.2 45.8 ± 0.4 77.8 82.1

2.2 × 10–4 2.2 × 10–4 10 : 2 89.5 ± 0.2 90.5 ± 0.5 89.9 94.8

2.5 × 10–4 2.5 × 10–4 102.9 ± 0.8 113.5 ± 0.8 98.5 98.9

3.0 × 10–4 2.8 × 10–4 95.5 ± 0.4 87.3 ± 0.4 90.5 82.4
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ния аминокислот, в том числе в их смесях и фар-
мацевтических препаратах.
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